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COMPOSITIONS PHA RMACEUTIOUES POUR LA PREVENTION ET LE 
TRAITEMENT DU P ALUDISME- A BASE D'UN MEMRRE DE LA 
FAMILLE PES CHON DRQfTINE-fiLYCOSAIVimOGLYCANFS 

La presente invention concerne le paludisme, notamment des moyens pour la 
therapie ou la prevention du paludisme, et plus particulierement lorsque Fagent 
etiologique responsable de la maladie est Plasmodium falciparum 
La sequestration des erythrocytes infectes par Plasmodium falciparum dans le reseau 
microvasculaire des differents organes joue un role essentiel dans la pathogenicity 
des infections severes par Plasmodium falciparum (l, 2, 3). Une etude 
histopathologique a, en effet, revele que des sequestrations de Plasmodium 
falciparum etaient parfois observees dans la micro-vascularisation cerebrale chez 
Sajmiri sciur$us, Tun des primates utilises de fa?on frequente a titre de modeles 
animaux pour 1'etude de revolution chez Thomme du paludisme, plus 
particulierement des formes de cette maladie induites par des parasites du type r 
Plasmodium falciparum 

II a en effet ete constate que des complications neurologiques avec issue fatale 
peuvent se produire chez le primate Saimiri sciureus kariotype 14-7, parasite par 
differents isolats de P falcioarum et qu'elles peuvent survenir a differents moments 
de revolution parasitaire, sans apparente correlation avec la duree ou le degre de 
parasitemia ce qui est comparable aux observations faites chez Thomme, en 
particulier lorsque celui-ci est atteint de neuropaludisme ou sujet a des acces 
pernicieux. 

Les etudes histopathologiques realisees chez les Saimiri ayant succombe a un acces 
pernicieux ont montre une grande similitude avec celles qui ont ete decrites chez 
ihomme. Nos resuitats montrent que les obstructions vasculaires au niveau des 
microvaisseaux du cerveau sont discontinues et que leur topographie est tres 
variable chez cet hote, ce qui est similaire aux observations plus recemment faites 
chez Thomme ayant succombe a un neuropaludisme et celles faites dans le modele 
experimental de paludisme cerebral Macaca mulatta / Pxoatnevi Chez le Saimiri 
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comme chez I'homme, les obstructions vasculaires sont souvent plus importantes et 
parfois presque exclusivement localisees au niveau du cervelet, entralnant des genes 
circulatoires du flux sanguin importantes, qui peuvent expliquer a elles seules I'etat 
comateux et la mort du patient ou de l'animal. 

La reactivite de divers types cellulaires avec des erythrocytes infectes par 
Plasmodium falciparum , et la capacite d'un certain nombre d 'anticorps 
monoclonaux decrits dans la litterature (2,1 1) d'interferer avec cette reactivite, est a 
Forigine de Thypothese deja formulee que ce processus serait medie, d'une part, par 
des ligands d* adherence specifiques presents a la surface de erytrocytes infectes et, 
d 'autre pan, par des recepteurs qui seraient exprimes a la surface des cellules 
endothelials (2, 4, 5, 6, 7). 

L'invention est basee sur l 1 identification d'un nouveau recepteur d' adherence qui est 
exprime a la surface des cellules endotheliales provenant de micro-vaisseaux de 
cerveaux de Saimiri et const itue notamment par de la chondroitine-4 sulfate. Dans le 
cours des experiences qui ont conduit a la presente invention, deux anticorps 
monoclonaux diriges contre ce nouveau recepteur ont ete developpes. lis se sont 
reveles capables de bloquer efftcacement Tadherence d'erythrocytes infectes par 
plusieurs souches du parasite a des cellules endotheliales, que celles-ci soient 
d'origine cerebrale de Saimiri ou pulmonaire humaine. La capacite de ces anticorps 
monoclonaux a s'attacher aux cellules endotheliales a egalement ete tnhibee de 
fa?on specifique par la chondroitine-4-sulfate (CSA). De meme, le pretraitement des 
cellules endotheliales avec la chondroitinase ABC et AC abolit la capacite des 
erythrocytes infectes a s'attacher a ces cellules endotheliales, d'ou la conclusion a 
laquelle les inventeurs ont abouti, a savoir qu'un recepteur endothelial pour 
Tadhesion des erythrocytes infectes par Plasmodium falciparum , contenait un 
membre de la famille des chondroitine-glycosaminoglycanes, plus particulierement la 
chondroitine-4-sulfate (CSA). 

De fait, les inventeurs ont montre que I 'administration intramusculaire et orale de la 
CSA au singe Saimiri inhibait completement la cytoadherence des erythrocytes 
infectes par Plasmodium falciparum aux cellules endotheliales du cerveau 
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L' invention a done pour objet de disposer de compositions pharmaceutiques 
capables d'inhiber ('adhesion d'erythrocytes infectes par des parasites malariques, 
plus particulierement du type Plasmodiu m falciparum aux cellules endotheliales. 
Une telle composition est caracterisee en ce qu'elle contient un agent 
physiologiquement actif qui entre en competition avec un recepteur porte par les 
cellules endotheliales de I'hote infectable par P falciparum et contenant un membre 
de la famille des chondroitine-glycosaminoglycanes, notamment de la chondroitine- 
4-sulfate. ce recepteur permettant I'adhesion d'erythrocytes, lorsque ceux-ci sont 
infectes par Plasmodiu m falciparum a ces cellules endotheliales. 
Selon un autre aspect de l'invention, la composition pharmaceutique est caracterisee 
en ce qu'elle contient un agent physiologiquement actif qui comprend une structure 
a base de chondroitine-4-sulfate (CSA). 

II est entendu que 1'expression "chondroitine-4 sulfate", telle qu'elle est utilisee dans 
le present texte, concerne a la fois I'acide chondroitine-4 sulftirique sous ses formes 
acides que ses sels therapeutiquement acceptables, notamment des sels alcalins ou 
alcalino-terreux, de cette forme acide. ■ 

Bien que la presence de CSA soit preferee, les inventeurs ont etabli que ^inhibition - 
de l'adherence des erythrocytes infectes au recepteur endothelial est sans doute 
fonction de la charge de la molecule inhibitrice. Par consequent, d'autres molecules 
fonctionnellement analogues a la CSA ayant une distribution de charge similaire au 
CSA peuvent egalement etre utilisees. II va de soi que les groupes reactifs libres, 
notamment hydroxyle carboxyle libres portes par les motifs saccharidiques contenus 
dans le groupe chondroitine de ces chondroitine-4 sulfates peuvent etre substitues 
par des groupes chimiques particuliers, des lors que ces groupes de substitution 
n'alterent pas la capacite des chondroitine-4 sulfates alors substituees a entrer en 
competition avec le recepteur concerne des cellules endotheliales. 
De maniere preferee, i : agent actif de la composition selon l'invention est un 
oligomere contenant la structure : 
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le nombre de motifs monomeres contenus dans cet oligomere etant suffisant pour 
empecher la fixation de P.falciparum sur le recepteur cellulaire. 
Selon un autre mode particulier de realisation de 1' invention, la composition contient 
au moins 90 % de CSA des chondroitines sulfates presentes, voire meme a I'etat 
pratiquement pur. Mais cela ne constitue pas une condition essentielle. 
On peut en effet egalement avoir recours, pour les applications therapeutiques sus- 
indiquees, a des melanges, par exemple naturels, de chondroitine sulfates, des lors 
qu'une partie au moins de ces chondroitine sulfates seraient constitues de 
chondroitine-4 sulfate. On mentionnera, a titre d'exemples, la composition a base 
d'acide chondroitine sulfurique (sel de sodium) commercialisee sous la marque 
STRUCTUM (Dictionnaire VIDAL 1993, page 1333, Editions du VIDAL) et 
utilisee a ce jour en traitement d 'appoint des douleurs arthrosiques. 
L'invention vise egalement les compositions decrites ci-dessus pour le traitement ou 
la prevention du paludisme, plus particulierement de complications du paludisme 
faisant intervenir la sequestration des parasites du paludisme, notamment de 
Plasmodium falciparum , de maniere encore plus ciblee pour le traitement ou la 
prevention des accidents pernicieux induits par Plasmodium falciparum , et mettant 
en jeu P adhesion des erythrocytes infectes par ce parasite a des cellules 
endothelials On sait, en effet, que ce type d'accident resulte entre autres, de 
phenomenes qui se rapprochent de ceux caracteristiques des tromboses et cela, plus 
particulierement, au niveau de la micro-vascuiarisation cerebrate ou pulmonaire. Ce 
meme type d'accident est susceptible d'etre observe en d'autres localisations, par 
exemple, au niveau de la micro-vascularisation cardiaque 
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II appartient naturellement au clinicien d'adapter en fonction du patient les doses 
efficaces du principe actif, en particulier de chondroitine-4-sulfate, qui doivent lui 
etre administrees soit a des fins de prevention, soit a des fins curatives. A titre 
d'illustration seulement, on mentionnera que des intervalles appropries de doses 
actives calculees sur la base de la chondroitine-4-sulfate, administrables notamment 
par voie parenterale, sont de 1 a 100 mg/kg de corps, notamment de 5 a 10 mg/kg, 
par voie intramusculaire et ce a des fins curatives, ces doses pouvant etre de 5 a 10 
fois plus faibles lorsqu'elles sont administrees a des fins de prevention. Dans le cas 
de 1'administration orale, les doses appropriees sont de Tordre de 5 fois plus elevees 
que les doses correspondantes proposees ci-dessus pour les administrations par voie 
parenteral 

D'autres caracteristiques de invention apparaitront encore, a l'occasion de la 
description des essais biologiques qui suivent 

Afin d'etudier I'efFet des parametres intervenant dans le phenomene de sequestration 
de Plasmodium falciparum dans le reseau microvasculaire du cerveau du singe 
Sflimiri ^ciyirpMs kariotype 14-7, on a produit deux clones d'anticorps monoclonaux 
interferant avec la capacite d'erythrocytes infectes par P.falciparum a adherer a cinq 
clones de cellules endotheliales de microvaisseaux du cerveau de Saimiri (CECS), en 
mettant en oeuvre les techniques decrites dans Tetat anterieur de la technique (12) 
(13). La capacite de ces anticorps monoclonaux, denommes 1G1 1/1C7 et 4B2/1B4, 
et qui se sont reveles reagir de man i ere specifique avec la surface des CECS, a ete 
abolie lorsqu'ils etaient mis en contact avec des cellules endotheliales, en presence 
de chondroitine-4-suIfate Ces anticorps ont la capacite d'inhiber r adherence des 
souches parasitaires de Plasmodium falciparum Palo- Alto (FUP)l et IPL/BRE 1 au 
clone de CECS Sc 1 707 (93 a 97 % dMnhibition) et, certes de fa^on plus variable, (4 
a 77 %) avec d'autres isolats du parasite. 

devaluation de Tadherence des anticorps monoclonaux (ac.m) 1G1 1/1 C7 (lgGl ) et 
4B2/1B4 (IgM) aux CECS a ete mise en oeuvre par incubation des CECS 
confluantes sur lames (12 dots IF A slides) pendant 1 heure avec 1-10 |ig/ml de 
chacun des anticorps monoclonaux. Bien que Tinhibition de Tadherence des 
erythrocytes infectes en presence d'un des deux anticorps monoclonaux ait ete tres 
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efficace, la dissociation des erythrocytes infectes attaches aux CECS n'etait, en 
general, que partielle (< 20 %), lorsqu'on les utilisait a des doses de 10 jig 
d'anticorps monoclonaux (ac.m.)/ml. 

La reactivite des ac.m. 1G1 1/1C7 et 4B2/1B4 avec les CECS a ete determinee par 
l'appareil "FACScan" commercialise sous la marque BECKMAN. Les intensites 
relatives de fluorescence de chacun des clones incubes avec les 2 ac.m. ont ete 
mesurees. L'immunomarquage de CECS par les 2 ac.m., reveles en microscopie 
electronique a transmission par de Tor colloidal, a permis de mettre en evidence la 
presence de leurs antigenes a la surface des membranes des cellules endothelials, 
parmi les micro-villi et pseudopodes. Lorsque l'immunomarquage est pratique sur 
des CECS avec des erythrocytes infectes cytoadherents, on observe des particules 
d'or exclusivement aux points de contact entre les membranes des cellules 
endothelials et les protuberances (en anglais "knobs") portees par les 
erythrocytes. 

Afin d T analyser la nature du nouveau recepteur d f adhesion, cinq clones de CECS 
ont ete traites avec la trypsine, mais ce traitement n*a pas aboli leur reconnaissance 
par 1G11/1C7 et 4B2/1B4 aux CECS. Cependant, le traitement de ces clones avec 
la chondroitinase ABC (lU/ml pendant 60 mn) ou la chondroitinase AC, mais pas 
avec la chondroitinase B, ont aboli P adherence des erythrocytes infectes par Palo- 
Alto (FUP)l et IPL/BRE1 presque complement (86-99 %). Ce resultat montre 
qu'un membre de la famille des chondroitine-glycosaminoglycanes, en 1' occurrence 
la chondroitine-4 sulfate (CSA), est impliquee dans 1 'adhesion des erythrocytes 
infectes aux cellules endotheliales. II correspond au nouveau recepteur d'adherence 
des erythrocytes infectes. La coincubation de 5xl0 6 erythrocytes infectes/ml avec 1 
mg/ml de CSA (et pas avec d'autres chondroitine sulfates : CSB ou CSC) sur des 
CECS confluantes entrainait environ 50 % d' inhibition d'adherence des erythrocytes 
infectes soit par Palo- Alto (FUP)l soit par IPL/BRE1, mais n'alterait pas 
significativement T adherence des erythrocytes infectes par le clone TM 284/62 
(Tableau 1). Des resultats semblables ont ete obtenus avec des isolats derives des 
patients ayant un paludisme grave. Deux des six isolats montraient une 
cytoadherence prononcee dependante du CSA, de sorte qu'est etablie la presence de 
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la molecule adherent aux CSA a la surface des erythrocytes infectes. La presence de 
CSA sur les CECS a ete confirmee par analyse dans l'appareil "FACScan" en 
utilisant K anticorps monoclonal de souris anti-chondroitine-4-sulfate (MAB 2030, 
commercialise par Chemicon International Inc, Temecula, CA 92590) et un serum 
polyclonal anti-chondroitine-sulfate de lapin (AB 1918, commercialise par 
Chemicon International Inc, Temecula, CA 92590). 

Afin de determiner que la CSA est la molecule cible des anticorps monoclonaux 
1G11/1C7 et 4B2/1B4, les inventeurs ont effectue des etudes d'inhibition. En 
incubant 10 ng de 1G11/1C7 ou 4B2/1B4 avec un exces de 2 mg/ml de CSA, 
P adherence de ces anticorps a Sc 1707 (un clone de cellules endothelials du reseau 
microvasculaire de cerveau de Saimiri qui nexprimait aucun des recepteurs 
d'adherence connus du parasite) etait diminuee de maniere significative. II se posait 
ensuite la question de savoir si ces resultats avec CECS pouvaient etre etendus aux 
cellules endothelials humaines. A cette fin, des cellules endothelials primo explant 
ont ete obtenues a partir des poumons humains (CEPH). Ces cellules reagissaient 
avec les ac.m. 1G1 1/1C7 et 4B2/1B4 et avec des anticorps anti-chondroitine-sulfake 
(AB 1918). Enfin, it a ete possible d'inhiber de ia meme fa?on Padherence 
d'erythrocytes infectes avec Plasmodium falciparum (souches Palo- Alto/FUP 1 , 
IPL/BRE1) a ces cellules par la CSA, et par traitement avec le medicament a base 
de chondroitine-4-sulfate connu sous la marque STRUCTUM (environ 80 % 
d'inhibition en presence pour 1 mg/ml du medicament STRUCTUM). L'inoculation 
des singes avec 50 mg de CSA entrainait une biodisponibilite de CSA, pendant au 
moins 8 heures, permettant Tinhibition (> 92 %) de Tadherence des erythrocytes 
infectes aux CECS (tableaux 2 et 3). 

L'invention permet ainsi Tobtention de medicaments particuiierement actifs pour 
prevenir ou traiter les complications neurologiques d'une infection a P falcioamm 
En particulier, elle s'adresse a la prevention ou au traitement des phenomenes 
biochimiques pathologiques qui semblent intervenir en cascade et probablement a la 
suite des obstructions vasculaires dues a des hematies parasitees sequestrees 
L'invention concerne encore des associations ou combinaisons medicamenteuses 
faisant intervenir le CSA d'une part, et un medicament antipaludique, telle que la 
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quinine ou des medicaments connus sous les marques (a titre d'exemples) 
"CHLOROQUINE", "MEFLOQUINE", M AMODIAQUINE H , etc.. 
Dans le cas des combinaisons, il apparaitra immediatement aux personnes du metier, 
que les deux constituants peuvent etre couples entre eux, par exemple par 
rintermediaire d'une des fonctions reactives (groupes hydroxyle ou carboxyle) 
portees par les groupes saccharidiques inclus dans la chondroitine-4 sulfate et des 
fonctions amines portees par les medicaments antiparasitaires, du moins lorsqu'ils en 
component. On appreciera que dans ces conditions, la partie du medicament 
antiparasitaire contribuera a tuer les parasites liberes dans la circulation sanguine, 
notamment a l'occasion de 1'intervention de la partie chondroitine-4 sulfate dans la 
competition entre les erythrocytes infectes et les cellules endothelials 
L'invention n'est nullement limitee a la mise en oeuvre des compositions a base de 
chondroitine-4 sulfate, a des traitements in vivo . On peut egalement le mettre en 
oeuvre a l'exterieur du corps humain, notamment pour une purification extra- 
corporelle du sang, pour le debarrasser des erythrocytes parasites. L'invention 
concerne done egalement un procede consistant a mettre en contact le sang ou un 
flux sanguin susceptible de contentr des erythrocytes parasites avec de la 
chondroitine-4 sulfate, celle-ci etant de preference fixee sur un support solide, telle 
qu'une resine appropriee, par exemple, d'une type commercialise sous la marque 
SEPHADEX. Cette fixation peut etre realisee de toute fa<?on en soi comme, par 
exemple, par rintermediaire de liaisons covalentes entre la resine et la chondroitine-4 
sulfate, etant natureilement entendu que cette liaison doit etre telle qu'elle n'interfere 
pas avec la capacite des groupes chondroitine-4 sulfate a fixer des erythrocytes 
parasites par P.falcipanim ou des parasites semblables 
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Tableau 1 

Inhibition par le CSA de ('adherence d'erythrocytes infectes par P.falciparum 
(IRBC) & des cellules endothelial de cerveau de Saimiri (SBEC) et de cellules 
endothlliales de poumon humain (HLEC) pretraitees ou non avec une 
chondroTtinase ABC 





PRBC/mm 
temoin 


% inhibition par 
CSA Chondroitinsase ABC 


Scl707 


1313 


66+16 


99 + 0 


Sc3A4 


3859 


61 ±21 


98+1 


SclA4 


3346 


53+8 


91+4 


SclD 


4223 


68+6 


92 + 7 


Sc93006/C2 


2805 


70 + 17 


98+1 


HLEC 


4691 


94+5 


97+ 1 


Palo-Alto(FUP)l 

Scl707 


943 


82+10 


99+1 


Sc3A4 


3105 


67+22 


94 + 4 . 


SclA4 


3661 


58 + 12 


91+3 


SclD 


2914 


51 + 16 


91+4 


Sc93006/C2 


2527 


79+6 


85+4 


HLEC 


5288 


95+3 


93 + 2 


TM284/62 
Scl707 


7 


73 + 37 


45 + 63 


Sc3A4 


512 


36 + 26 


13 +38 


SclA4 


817 


18 + 36 


-25 + 55 


SclD 


1197 


30 + 27 


-11+33 


Sc93006/C2 


3559 


20 + 27 


28+ 12 


HLEC 


4440 


-3 + 29 


-11 + 19 



inhibition de 1'adherence des IRBC a des SBEC et HLEC, quand ils sont co-incubes 
avec la CSA (1 ng/ml) ou apres pre-traitement des SBEC avec la chondroitinase 
ABC (lU/ml pendant 60 minutes). Les resultats sont ex primes en % d'inhibition 
(essais en triple). L'adherence des IRBC e Tabsence de CSA ou de pretraitement 
avec la chrondroitinase est exprimee en IRBC fixes/mm 2 sur des SBEC confluentes. 
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Tableau 2 



Inhibition de la cytoadherence d'erythrocytes parasites par P.falciparum 
(IRBC), par le medicament commercialise sous la marque "STRUCTUM" 



IRBC/mm 2 - Inhibition par "Structum" en % par rapport a des temoins 


Palo-Alto(FUP)! 


Sc3A4 


5581 


92 + 2 


SclD 


3771 


78 + 6 


Sc93006/C2 


3510 


77 + 7 



Tableau 3 



Inhibition de la cytoadherence d* erythrocytes parasites par P.falciparum 
(I£BC), par la CSA biodisponible dans des serums de singes Saimiri « 





IRBC/mm 2 


% Inhibition par le CSA 




Sc34A 


Sc93006/C2 


Sc 34A 


Sc93006/C2 


TO 


4861 +925 


2671 + 423 






TO + 30' 


373 + 256 


121 + 54 


92 


95 


TO+ lh 


342 + 235 


129 + 8 


93 


95 


TO + 2h 


317 + 208 


94 + 27 


93 


96 


TO + 4h 


291 +31 


48 + 26 


94 


98 


TO + 8h 


267 + 144 


40+10 


95 


99 



WO 96/30026 



PCI7FR96/00458 



11 

REFERENCES 

1. Aikawa, M. (1988). Cerebral malaria. Am. J. Trop. Med. Hyg. 39, 3. 

2. Howard, R.J. and Gilladoga, A D. (1989) Molecular studies related to the 
pathogenesis of cerebral malaria. Blood. 74, 2603. 

3. Sein, K.K., Brown, A.E., Maeno, Y., Smith, CD. Corcoran, K.D., 
Hansukjariya, P., Webster, H.K. and Aikawa, M. (1993b). Sequestration 
patttern of parasitized erythrocytes in cerebrum, midbrain, and cerebellum of 
Plasmodium coameyi-infected rhesus monkeys (Macaca mulatto). Am. J. 
Trop. Med. Hyg. 49, 513. 

4. Sherwood, J.A., Roberts, D.D., Spitalnik, S.L., Marsh, K., Harvey, E.B., 
Miller, L.H. and Howard, R.J. (1989) Studies of the receptors on melanoma 
cells for Plasmodium falciparum infected erythrocytes. Am. J. Trop. Med. 
Hyg. 40, 119. 

5. Ockenhouse, C.F. and Chulay, J.D; 1988. Plasmodium falciparum 
sequestration. OKM5 antigen (CD36) mediates cytoadherence of parasitized 
erythrocytes to a myelomonocytes cell line. J. Infect. Dis. 157.554- 

6. Ockenhouse, C.F., Tegoshi, T. Meano, Y., Benjamin, C. Ho, M., Aikawa, M. 
and Lobb, R.R. (1992) Human vascular endothelial cell adhesion receptors for 
Plasmodium falciparum-infected erythrocytes: roles of ELAM-1 and VCAM- 
1. J. Exp. Med. 176, 1183. 

7. Barnwell, J., Ockenhouse, C. and Knowles, D., (1985) Monoclonal antibody 
OKM5 inhibits the in vitro binding of Plasmodium falciparum-infectcd 
erythrocytes to monocytes, endothelial cells and C32 melanoma cells. J. 
Immunol. 135, 3494. 

8. Berendt. A.R., Simmons, D.L., Tansey, J., Newbold, C.I. and Marsh. 
K.(1989) Intercellular adhesion molecule- 1 is an endothelial cell adhesion 
receptor for Plasmodium falciparum. Nature. 341, 57. 

9. Gareth, D., Turner, H, Morrison, H., Jones, M., Davis, T.M.E., 
Looareesuwan. S., Buley, I.D., Gatter, K.C., Newbold, C.I., Pukritayakamee, 
S., Nagachima, B., White, N.J. and Berendt, A.R. (1994). An 



WO 96/90026 



PCI7FR96/00458 



12 

immunohistochemical study of the pathology of fatal malaria. Evidence for 
widespread endothelial activation and a potential role for intercellular 
adhesion molecule- 1 in cerebral sequestration. Am. J. Pathol. 145, 1057. 

10. Gysin, J. t Aikawa, M, Tourneur, N. and Tegoshi, T. (1992) Experimental 
Plasmodium falcipiarum cerebral malaria in the squirrel monkey Saimiri 
sciureus. Exp. Parasitol. 75, 390. 

11. Gay, F., Robert, C. Pouvelle, B., Peyrol, S., Scherf, A. and Gysin, J. (1995). 
Isolation and characterization of brain vasculature endothelial cells from 
Saimiri monkeys: an in vitro model for Plasmodium falciparum-infected 
erythrocytes cytoadherence. J. Imm. Meth. (in press). 

12. Gysin, J., Hommel, M. and Pereira da Silva, L (1980) Experimental infection 
of the squirrel monkey Saimiri sciureus with Plasmodium falciparum. J. 
Parasitol. 66, 1003, 

13. Gysin, J. and Fandeur, T. (1983) Saimiri sciureus (Karyotype 14-7) an 
alternative experimental model of Plasmodium falciparum. 

14. Gysin, J. (1991) Relevance of the squirrel monkey as a model for experimental 
human malaria. Res. Immunol. Inst. Pasteur. 142, 649. 

15. Muanza, K., Gay, F. Behr, C. and Scherf . A.. Primary culture of human lung 
endothelial cells as an in vitro model for Plasmodium fafciparum-mfecitd 
erythrocytes cytoadherence. Infec. Immun. 

(soumis) 



WO 96/30026 



PCT/FR96/00458 



13 

REVENDICATIONS 



1. Composition pharmaceutique contenant au moins un vehicule 
pharmaceutique t caracterisee en ce qu'elle contient un agent physiologiquement actif 
qui entre en competition avec un recepteur porte par les cellules endotheliales et 
contenant un membre de la famille des chondroitine-glycosaminoglycanes, 
notamment la chondroitine-4-sulfate, ce recepteur autorisant I'adhesion a ces cellules 
endotheliales d'erythrocytes lorsque ceux-ci sont infectes par Plasmodium 
falciparum 

2. Composition pharmaceutique contenant au moins un vehicule 
pharmaceutique, caracterisee en ce qu'elle contient un agent physiologiquement actif 
qui comprend une structure a base de chondroitine-4-suIfate. 

3. Composition selon la revendication 2, caracterisee en ce que 1'agent 
actif contient un oligomere de la structure : 




Le nombre de motifs monomeres contenus dans cet oligomere etant suffisant 
pour autoriser la fixation sur le susdit receoteur. 

4. Composition selon la revendication 2 ou 3, caracterisee en ce qu'elle 
contient au moins 90% de chondroitine-4-sulfate par rapport aux chondroitines 
sulfates presentes 



FEUILLE DE REMPLACEMENT (REGLE 26) 
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5. Composition selon Tune quelconque des revendications 2 a 4, 
caracterisee en ce qiTelle contient le chondroitine-4-sulfate a Petat pratiquement 
pur. 

6. Composition selon Tune quelconque des revendications 1 a 3, 
caracterisee en ce que Pagent physiologiquement actif est constitue d*un melange de 
chondroitine-sulfates naturels contenant du chondroitine -4 sulfate. 

7. Composition selon Tune quelconque des revendications 1 a 6, 
caracterisee en qu'elle contient egalement un medicament antiparasitaire distinct, en 
association ou en combinaison avec les constituants chondroitine-4 sulfate. 

8. Composition selon les revendications 1 a 7 pour le traitement ou la 
prevention du paludisme, en particulier des complications de cette maladie qui 
ressortissent au neuropaludisme 

9. Composition selon la revendication 8, pour empecher la sequestration 
des parasites du paludisme, notamment du Plasmodium falciparum 

10. Composition selon les revendications 1 a 9, pour le traitement ou la 
prevention des accidents pernicieux induits par des parasites du paludisme, 
notamment par P.falciparum . et mettant en jeu Padhesion des erythrocytes infectes 
par ce parasite a des cellules endothelials. 

11. Utilisation d'un agent physiologiquement actif tel que defini dans les 
revendications 1 a 9, pour Pobtentton d'un medicament destine a une utilisation 
therapeutique ou preventive du paludisme, 

12. Utilisation selon la revendication 11, caracterisee en ce que le 
medicament est destine a empecher la sequestration des parasites du paludisme, 
notamment du P.falciparum . 

13. Utilisation selon la revendication 1 1 ou la revendication 12, caracterisee 
en ce que le medicament est destine a traiter ou prevenir des accidents pernicieux 
ou complications diverses induits par des parasites du paludisme, notamment par 
P.falciparum- et mettant en jeu Padhesion des erythrocytes infectes par ce parasite a 
des cellules endotheliales. 
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